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Die Anwendung des ELISA-Verfahrens zum Nachweis 
pflanzenpathogener Viren 
The ELISA-Test for the detection of plantviruses 
Von Rudolf Casper und Sylke Meyer 
Zusammenfassung 
Für die praxisorientierte Anwendung des ELISA-Verfahrens 
wird eine Anleitung gegeben. Die zur Durchführung der 
Methode benötigten Geräte und Mengen von Materialien, 
Puff er und Reagenzien sind angeführt. 
Das Testprinzip besteht aus vier Schritten: 
Die durch Adsorption an eine Unterlage gebundenen spezi­
fischen Antikörper (1) bilden mit zugegebenen Viruspartikeln 
und Virusbruchstücken (Antigen) einen Komplex und binden 
damit das Antigen an die Unterlage (2). Dann werden enzym­
gekoppelte Antikörper (Konjugat) hinzugefügt, die sich wie­
derum mit den bereits gebundenen Antigenen verbinden (3). 
Die anschließend durch Zugabe eines Substrates zu bestim­
mende Enzymaktivität ist proportional zum gebundenen Kon­
jugat und somit auch zur Antigenkonzentration (4). 
Abstract 
In recent years, the new and sensitive ELISA test ( enzyme-linked 
immunosorbent assay) has been widely used to detect viruses. lt was 
first described in 1971 for use in medical research (ENGV ALL and 
PERLMANN 1971; 1972) and since 1976 h�s been applied to plant 
viruses (CLARK, ADAMS and BARBARA 1976). Much experience has 
been gained using the ELISA technique in fruit and potato production 
particulary for the detection of plum pox virus (CLARK, ADAMS and 
CASPER 1976; ADAMS 1978), prune dwarf virus (CASPER 1977a) and 
prunus necrotic ringspot virus (BARBARA, CLARK, THRESH and CAs­
PER 1978). lt has recently become the standard method for the 
detection of potato leafroll virus (CASPER 1977b) and other potato 
viruses. Theoretically, any plant virus may be detected by ELISA. 
Spiroplasma (CLARK, FLEGG, BAR-JOSEPH and ROITEM 1978), certain 
bacteria (CoTHER and VRUGGINK 1980) and even fungi have been 
detected by ELISA (CASPER and MENDGEN 1979). 
In principle, the technique consists of four steps: 
1) Specific antibodies are absorbed onto a test plate. 2) These react 
with virus particles and virus fragments ( antigens) in crude sap or a 
solution of purified virus to form a complex. 3) Specific enzyme­
labelled antibodies are then added which react with the antigens. 
4) The recorded enzyme activity after addition of the substrate is
corresponding to the virus-antigen concentration in the solution. 
This paper gives practical instructions for use of the ELISA tech­
nique. Detail of equipment, quantity of materials, buffer and reagents 
are given, together with the addresses of firms manufacturing the 
products in West Germany. 
In den letzten Jahren wird zum Virusnachweis immer häufiger 
ein neues hochempfindliches Verfahren angewendet, das 
sogenannte ELISA-Verfahren (enzyme-linked immunosor­
bent assay). Dieses wurde 1971 zum erstenmal in der Human­
medizin beschrieben (ENGVALL und PERLMANN 1971, 1972) 
und seit 1976 auch zum Nachweis von Viren in Pflanzen 
eingesetzt (CLARK, ADAMS und BARBARA 1976). 
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Inzwischen hat man mit der Anwendung vor allem im Obst­
und Kartoffelbau Erfahrungen gewonnen. Von besonderer 
Bedeutung für die Praxis war dabei der Nachweis des Scharka­
virus (CLARK, ADAMS und CASPER 1976; ADAMS 1978), des 
Prune-dwarf-Virus ( CASPER 1977 a) sowie des Prunus-necro­
tic-ringspot-Virus (BARBARA, CLARK, THRESH und CASPER 
1978) durch das ELISA-Verfahren. Mit dem Nachweis des 
Potato-leafroll-Virus ( CASPER 1977b) und anderen Kartoffel­
viren wurde es auch für die Kartoffeltestung zu einer anwend­
baren und sehr sicheren Testmethode. Es ist anzunehmen, daß 
grundsätzlich jedes Pflanzenvirus mit Hilfe des ELISA-Ver­
fahrens nachweisbar ist; Spiroplasmen (CLARK, FLEGG, BAR­
JOSEPH und ROTTEM 1978), Bakterien (COTHER und VRUG­
GINK 1980) und sogar Pilze (CASPER und MENDGEN 1979) 
können ebenfalls erfaßt werden. 
1. Geräte, Materialien, Puffer und Reagenzien zur Durch­
führung des ELISA-Verfahrens
Seit 1976 wird in dem zur Biologischen Bundesanstalt Braun­
schweig gehörenden Institut für Viruskrankheiten der Pflan­
zen mit dem ELISA-Verfahren gearbeitet. Während dieser 
Zeit haben sich Produkte einiger Firmen besonders bewährt. 
Bei den im folgenden angegebenen Geräten, Materialien, 
Reagenzien und Chemikalien wird durch hochgestellte Zahlen 
in Klammern auf die Herstellungsfirmen verwiesen (s. An­
hang). 
1.1. Geräte und Materialien 
Für die Durchführung des ELISA-Verfahrens sind spezielle 
Platten erforderlich<1). Diese bestehen aus Polystyrol und wei­
sen pro Platte 100 Vertiefungen mit je 0,4 ml Fassungsvermö­
gen auf. Obwohl auch andere Systeme verwendet werden 
können, ist dieses besonders geeignet, da unspezifische Rand­
effekte seltener als bei anderen Fabrikaten auftreten und 
daher alle 100 Vertiefungen verwendet werden können. Für 
das Einfüllen der Lösungen in die Platten sind verstellbare 
Mikropipetten (1-200 µ) mit den dazugehörigen Pipettenspit­
zen zu empfehlen (z. B.<2)). Bei mehreren gleichzeitigen 
Untersuchungen auf ein Virus sind die Multikanalpipetten<2) 
mit acht Kanälen (50-200 µl) geeignet, bei größeren Reihen­
untersuchungen der Pollähne-Pipetter mit 100 KanälenCl) _ Die 
Aufbewahrung der Platten zwischen den einzelnen Versuchs­
schritten erfolgt bei unterschiedlichen Temperaturen. Je nach 
Umfang der Proben soll die Größe des Brutschrankes gewählt 
werden. Die eingestellte Temperatur sollte höchstens 3 7 °C 
betragen. Es ist ratsam, den Schrank ausschließlich für 
ELISA-Platten zu verwenden. 
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Für die niedrigen Temperaturen reicht eine separate Etage 
im Kühlschrank aus, der auf etwa 4 °C eingestellt sein sollte. 
Die kostspieligste Anlage stellt das Photometer dar. Für 
hochempfindliche und quantitative Bestimmungen ist sein 
Einsatz unumgänglich. Die photometrische Messung muß bei 
405 nm durchgeführt werden. Mehrere Modelle sind speziell 
für den ELISA-Test entwickelt worden. Ein preiswertes, von 
Hand zu bedienendes Gerät stellt der Manureader der Firma 
Pollähne dar. Automatische Geräte werden von verschiede­
nen Firmen vertrieben (l. 2l.
1.2. Puffer 
Für die Durchführung des ELISA-Verfahrens werden fünf 
verschiedene Puffer benötigt, die je nach Bedarf in mehreren 
Litern vorher angesetzt werden. Eine deutliche, möglichst 
durch unterschiedliche Farben vorgenommene Etikettierung 
der Glasflaschen hat sich bewährt, da somit einer Verwechs­
lung der Puffer vorgebeugt wird. Für den Beschichtungspuffer 
werden 1,59 g Na2C0 3 (Natriumcarbonat), 2,93 g NaHC03 
(Natriumhydrogencarbonat) sowie 0,2 g NaN
3 
(Natriumazid­
Vorsicht Gift!) <3 ) in 1 000 ml destilliertem Wasser gelöst. Der 
pH-Wert soll 9,6 betragen. Bei Abweichungen wird durch 
Zugabe lN HCl (Salzsäure) oder lN NaOH (Natronlauge) 
korrigiert. Zwischen den einzelnen Testschritten erfolgt die 
Spülung der Platten mit Waschpuffer, der aus phosphatgepuf­
ferter physiologischer Kochsalzlösung (PPK) und Tween 20 
besteht. 
Für die Spülvorgänge wird der Puffer in Spritzflaschen 
gehalten. Zur Herstellung der PPK werden folgende Chemi­
kalien pro Liter destilliertem Wasser gelöst: 8,0 g NaCl 
(Natriumchlorid), 0,2 g KH2P04 (Kaliumhydrogenphosphat), 
Antil<öq�r (Schritt 1) 
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2,9 g Na2HP04 · 12 H20 (Dinatriumhydrogenphosphat), 0,2 g 
KCl (Kaliumchlorid) und 0,2 g NaN3 (Natriumazid - Vorsicht 
Gift!) (3)_ Der pH-Wert soll 7,4 betragen. Zu dieser Lösung 
werden pro Liter 0,5 ml Tween 20 <3l, ein Detergens, zuge­
setzt. Da der Waschpuffer stets in größeren Mengen benötigt 
wird, kann er auf Vorrat in zehnfacher Konzentration ange­
setzt werden. Das zu untersuchende Pflanzengewebe wird im 
Probenpuffer mazeriert. Dieser setzt sich wie der Waschpuffer 
aus PPK und Tween 20 zusammen, nur werden außerdem 
noch 2 % Polyvinylpyrrolidon (PVP) <4) hinzugegeben, um das
Virusprotein vor einer Reaktion mit den in der Pflanze auftre­
tenden Polyphenolen und Gerbstoffen zu bewahren. 
Die gleiche Zusammensetzung weist auch der Konjugatpuf­
fer auf. Jedoch werden noch 0,2 % Albumin aus Hühnerei <4) 
zugegeben. 
Der im letzten Teilschritt benötigte Substratpuier sollte in 
dunkelglasigen Flaschen gehalten werden. Zu 600 ml destil­
liertem Wasser werden 97 ml Diäthanolamin (ätzend!) <5>
gegeben und mit 0,2 g Natriumazid (Vorsicht Gift!) versetzt. 
Durch Zugabe von lN HCl wird anschließend ein pH-Wert 
von 9,8 eingestellt und danach mit destilliertem Wasser auf 
1 000 ml aufgefüllt. 
1.3. Reagenzien 
Zur Durchführung des ELISA-Testes ist die Gewinnung der 
y-Globulinfraktion aus dem Antiserum erforderlich. Die Anti­
serumherstellung wird in darauf spezialisierten Labors durch­
gefü�rt, die auch die Seren für das ELISA-Verfahren aufbe­
reiten. In naher Zukunft werden sowohl gereinigte Globuline
als auch enzymmarkierte Globuline im Handel erhältlich sein.
( Schritt 2) 
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Abb. 1. Anlegen einer Konzentrationsplatte 
(Ermittlung der günstigsten Konzentration 
für Routinetests). 
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2. Vorarbeiten für das ELISA-Verfahren
Bevor die Antikörper mit dem dazugehörigen Konjugat für 
den ELISA eingesetzt werden können, soll eine Überprüfung 
ihrer Aktivität erfolgen. Vor dem Einsatz zur Serientestung 
wird daher zur Ermittlung ihrer optimalen Konzentration im 
ELISA-Test eine Konzentrationsplatte (Abb. 1) angelegt. 
Falls der Verdacht aufkommt, daß Antikörper oder Konjugat 
durch zu langes Lagern nach mehreren Monaten an Aktivität 
verloren haben, wird dieser Schritt zur Überprüfung wieder­
holt. Die Farbreaktion bei den infizierten Kontrollen gibt 
Aufschluß über die noch bestehende Aktivität. Bei sachge­
rechter Lagerung im Kühlschrank bleibt das Konjugat im 
allgemeinen länger als ein Jahr aktiv. 
Die Konzentrationsplatte ist nach den im nächsten 
Abschnitt beschriebenen ELISA-Schritten durchzuführen. 
Dabei werden bei der Beschichtung die Antikörper in Kon­
zentrationen von 1 : 500, 1 : 1000 und 1 : 2000 verwendet. 
Gesundes wie auch infiziertes Pflanzenmaterial wird mit dem 
Probenpuffer im Verhältnis 1 : 10 sowie 1 : 100 angesetzt, 
letzteres außerdem 1 : 1000. Die Verdünnungsstufen des 
Konjugates betragen 1 : 250, 1 : 1000 sowie 1 : 4000; eine 
Reihe, mit Probenpuffer gefüllt, dient zur Überprüfung des 
Antiserums und Substrates. 
Anhand der auftretenden Farbreaktionen in der Probe­
platte werden für die folgenden Untersuchungen die jeweils 
günstigsten Verdünnungsstufen gewählt, das heißt, die Kom­
bination, die einen hohen positiven Farbwert bei gleichzeitig 
niedrigem unspezifischen Wert ergibt. Bei einer zu hoch 
gewählten Antikörperkonzentration für die Beschichtung tritt 
eine Hemmung der homologen Reaktion und eine Förderung 
der unspezifischen Mitreaktion ein (CLARK und ADAMS 1977; 
KöNIG 1978). Dabei ist zu beachten, daß die Konjugatkon­
zentration das Ergebnis stärker als die Konzentration der 
Beschichtungsantikörper beeinflußt. Bei geringem Virusgehalt 
kann daher eine Konjugatverdünnung von 1 : 250 vorteilhaf­
ter sein, bei hoher Viruskonzentration reicht oft eine Verdün­
nung von 1 : 2000 noch gut aus. In den meisten Fällen hat sich 
jedoch für die Beschichtung, die Konjugatzugabe sowie die 
Substratzugabe eine Konzentration von 1 : 1000 bewährt, 
während die Probenzugabe im Verhältnis 1 : 30 erfolgt. Diese 
Verdünnungsstufe erweist sich deshalb als vorteilhaft, weil den 
Test störende Pflanzeninhaltsstoffe „herausverdünnt" sind, 
aber das Virusantigen sogar bei geringer Viruskonzentration 
noch erfaßt wird. 
Anhand der Ergebnisse dieser Probeplatte lassen sich von 
der Reaktion der Gesundkontrollen auch Rückschlüsse auf die 
Qualität des verwendeten Antiserums ziehen. Tritt nämlich 
auch dort eine Verfärbung auf, so ist dies eine unspezifische 
Reaktion mit Pflanzenproteinen, die bei guten Antiseren nur 
sehr gering ist. Durch Zusatz von Pflanzenproteinen können 
diese unerwünschten Antikörper gegebenenfalls ausgefällt 
werden. In der vorliegenden Arbeit soll darauf jedoch nicht 
näher eingegangen werden. 
Die Art der Probenahme ist für das Ergebnis beim ELISA­
Verfahren von entscheidender Bedeutung. Es ist von Fall zu 
Fall zu entscheiden, welches Pflanzenorgan für den Virusnach­
weis am besten geeignet ist, denn dies hängt sehr von der Art 
und dem Alter der Pflanze sowie dem jeweiligen Virus ab 
(CONVERSE 1978; GUGERLI 1978; TAMADA und HARRISON 
1980). Am häufigsten werden die Laubblätter verwendet, weil 
sie einfach zur Saftgewinnung verarbeitet werden können und 
symptomtragende Teile der Pflanzen gute Aussicht auf einen 
erfolgreichen Virusnachweis bieten. 
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Jedoch können auch Wurzeln, Sproß und Rinde, insbeson­
dere im Winter, getestet werden. Durch das Verfahren werden 
schon sehr geringe Viruskonzentrationen nachgewiesen, und 
es genügen oft einige Zehntel Gramm an Pflanzengewebe. Da 
sich jedoch immer wieder gezeigt hat, daß einige Viren, so 
zum Beispiel auch das Scharkavirus, innerhalb einer Baum­
krone sehr ungleichmäßig auftreten und an einem Zweig, 
teilweise sogar innerhalb eines Blattes sowohl virusinfizierte 
als auch virusfreie Zonen gefunden werden, sollte bei der 
Probenahme möglichst Pflanzengewebe mit Symptomausprä­
gung von verschiedenen Stellen der Pflanze entnommen wer­
den (CASPER 1977a; ADAMS 1978; CLARKE et al. 1980). 
Durch seine hohe Empfindlichkeit bietet der ELISA jedoch 
auch die Möglichkeit, Viren bereits vor der Symptomausbil­
dung nachzuweisen. Auch latente Viren werden erfaßt. Gute 
Erfahrungen wurden außerdem beim Virusnachweis in ruhen­
den Organen gemacht sowie mit dem direkten Nachweis von 
Viruskrankheiten in holzigen Wirten (CLARK, ADAMS und 
CASPER 1976; CLARK, ADAMS und BARBARA 1976; BAR­
BARA, CLARK, THRESH und CASPER 1978). Bei Viren, die 
allgemein in hoher Konzentration auftreten, können zum Bei­
spiel für Quarantänemaßnahmen Blätter oder Samen mehre­
rer Pflanzen zu einer Sammelprobe vereint werden. 
Anhand des Ergebnisses kann dann auf den Anteil der 
kranken Einzelglieder in der Sammelprobe geschlossen wer­
den (CASPER 1977a; HAMILTON und NTCHOLS 1978; CON­
VERSE 1978). 
Eine erhebliche Arbeitserleichterung bei Routineuntersu­
chungen ergibt sich aus der Beobachtung, daß in den meisten 
Fällen frisches wie auch eingefroren gelagertes Blattmaterial 
beim ELISA-Verfahren gleiche. Ergebnisse liefern (REEVES 
et al. 1978). 
3. Arbeitsvorgang des ELISA-Verfahrens
Je nach Zielsetzung der Untersuchungen kann das ELISA­
Verfahren in seiner Durchführung modifiziert werden. Für 
den Nachweis von Pflanzenviren wird der „Doppelsandwich­
Typ" angewendet, der sich aus adsorbierten Antikörpern, der 
Probe und dem Konjugat zusammensetzt. Vor Beginn des 
Testes sollten die zu verwendenden Platten eindeutig beschrif­
tet werden (Art und Herkunft des Materials/Datum/vermute­
tes Virus) und auf einem Formular die Anordnung der Proben 
innerhalb der Platten notiert werden. 
3.1. Die Beschichtung 
Im ersten Schritt des ELISA werden die im Beschichtungspuf­
fer gelösten Antikörper durch Adsorption an die Innenwände 
der Plattenvertiefungen angelagert (Abb. 2). Um die Sicher­
heit der Ergebnisse zu erhöhen, können für jede zu untersu­
chende Probe zwei Vertiefungen angesetzt werden; für 47 
· verschiedene Pflanzenproben sind folglich 94 Vertiefungen
erforderlich. Zur Kontrolle des Testes werden zwei für eine
„Gesundkontrolle", zwei für eine „Viruskontrolle" verwendet
und zwei werden nur mit Puffer anstatt mit Rohsaft gefüllt.
1. Die zu verwendende Verdünnungsstufe aus der vorher
angelegten Konzentrationsplatte entnehmen. Soll die Kon­
zentration 1 : 1000 betragen, für eine Platte 0,025 ml gerei­
nigte Antikörper in 25 ml Beschichtungspuffer verdünnen
(100 X 0,2 ml plus em1ge Milliliter Reservelösung).
Gefäße <7J für Antikörperlösung immer nur für gleiches
Virus verwenden, dies verhindert Teststörungen durch
fremde Antikörper und erspart Gefäßreinigung.
2. Lösung mit Hilfe der Mikropipetten mischen und pro Ver­
tiefung 0,2 ml Lösung einfüllen.
52 R. CASPER und S. MEYER, ELISA-Verfahren zum Nachweis pflanzenpathogener Viren
Schritte des ELISA­
Verfahrens: 
Beschichtung Probenzugabe Konjugatzugabe Substratzugabe 
Vorgang in den Platten­
vertiefungen: 
Antikörper (Y) werden 
an die Innenwände der 
Vertiefungen angelagert 
Viruspartikel (Antigen) 
der Probe (0) verbinden 
sich mit den Antikörpern 
zu einem Komplex 
Enzymkonjugierte An­
tikörper (Konjugat q6) 
verbinden sich mit den 
Viruspartikeln 
Das Enzym des Konjuga­
tes spaltet das Substrat. 
Das Spaltprodukt wird 
sichtbar durch Gelbfär­
bung, deren Intensität 
proportional der Virus­
konzentration in der Pro­
be ist 
Notwendiger Zeitauf­
wand für hochempfindli­
chen Nachweis: ca. 22 h 
(ohne Vorbereitungs­
zeit) 
Nach Antikörperzugabe 
Inkubation für die Be­
schichtung 4 h bei 3 7 °C, 
anschließend drei Spü­
lungen zu jeweils 3 Min. 
Nach der Probenzugabe 
Aufbewahrung für min­
destens 12 h bei 4 °C, an­
schließend Waschvorgang 
wie nach Beschichtung 
Nach Konjugatzugabe 
4 h Inkubation bei 
3 7 °C, anschließend 
Waschvorgang wie nach 
Beschichtung 
Positivfärbung teilweise 
schon nach einigen Minu­
ten sichtbar. Bonitierung 
nach 1 h Inkubation bei 
Zimmertemperatur 
Notwendiger Zeitauf­
wand für qualitativen 
Nachweis: ca. 6 h (ohne 
Vorbereitungszeit) 
Entsprechend, nur In­
kubation auf 15 Min. 
verkürzt 
Entsprechend, nur Inku­
bation auf 30 Min. ver­
kürzt 
siehe oben siehe oben 
Abb. 2. Das ELISA-Verfahren (Doppelsandwichtyp ). 
3. Platte anschließend, mit Plastiktüte umhüllt, für vier Stun­
den in den Brutschrank stellen.
Für das ELISA-Schnellverfahren, bei dem nicht die Quanti­
tät, sondern nur die Anwesenheit eines Virus ermittelt wird, 
reicht eine Inkubationszeit von 15 Minuten aus (KORPRADITS­
KUL, CASPER und LESEMANN 1979). Anschließend erfolgen 
Spülungen mit Waschpuffer, um überschüssige Antikörper zu 
entfernen. 
4. Platte zunächst kräftig ausschütteln, Vertiefungen mit
Waschpuffer füllen, Platte nach drei Minuten wieder
ausschütteln und Waschvorgang zweimal wiederholen.
Der Waschvorgang kann auch in einer Waschmaschine (I)
in wenigen Sekunden durchgeführt werden.
3.2. Die Probenzugabe 
Im zweiten Schritt des ELISA wird ein fester Komplex zwi­
schen angelagerten Antikörpern und den Antigenen (Virus­
partikeln) gebildet. Hierfür wird das Pflanzenmaterial im Pro­
benpuffer zerkleinert. Dies kann im Mörser, mit einem Homo­
genisator oder der Pollähne-Presse <1l erfolgen. Als günstigste
Konzentration für die meisten Untersuchungen hat sich eine 
Rohsaftverdünnung von etwa 1 : 30 bewährt. 
1. 0,1 g Blattmaterial in 3 ml Probenpuffer zerkleinern. Glei­
chermaßen mit Kontrollproben verfahren.
2. In jede Plattenvertiefung 0,2 ml Probe einfüllen. Dies
erfolgt mit Pipetten oder bei größerem Probenumfang mit
dem Pollähne-Probenumsetzer < 1). 
Für jede Probe eine saubere Pipette verwenden, eine Ver­
stopfung der Pipettenspitzen kann durch Absetzenlassen
grober Pflanzenteile vermieden werden.
3. Anschließend Platte über Nacht im Kühlschrank inkubie­
ren; für den ELISA-Schnelltest Reduktion der Inkuba­
tionszeit auf 30 Minuten möglich. Da die Empfindlichkeit
des Verfahrens mit zunehmender Reaktionszeit zwischen
Antikörper und Antigen steigt, sollte besonders bei Viren, 
die in der Pflanze nur in geringen Konzentrationen vorkom­
men, die längeren Reaktionszeiten verwendet werden. 
3.3. Die Konjugatzugabe 
An den im zweiten Schritt gebildeten Komplex zwischen Anti­
körper und Virusantigen werden nun noch enzymmarkierte 
Antikörper angelagert. Das Konjugat, welches von der glei­
chen Blutabnahme wie die y-Globuline für die Beschichtung 
stammen soll, wird im Konjugatpuffer verdünnt und in die 
Plattenvertiefungen einpipettiert. Bei diesem Schritt sowie 
auch beim Einpipettieren des Substrates dürfen die Pipetten­
spitzen keinesfalls so tief in die Vertiefungen gehalten werden, 
daß sie von der eingefüllten Lösung umspült werden. Dadurch 
können nämlich feine Tropfen mit der Pipettenspitze in die 
Vorratsgefäße der Lösungen gelangen und das Testergebnis 
erheblich beeinflussen. 
1.�2. Anweisungen wie unter „Beschichtung" (3.1), nur ent­
sprechend Antikörper-Enzym-Konjugat verwenden.
3. Platte anschließend, mit Plastiktüte umhüllt, für vier Stun­
den in den Brutschrank stellen (37 °C). Diese Reaktionszeit
kann nicht verkürzt werden, denn Untersuchungen haben
gezeigt, daß die Testwerte mit zunehmender Inkubations­
zeit höher und· damit genauer sind (CLARK und ADAMS
1977).
4. Waschvorgang wie unter „Beschichtung" durchführen, um
nicht gebundene Enzymkomplexe zu entfernen.
3.4. Die Substratzugabe 
Im letzten Schritt des ELISA-Verfahrens wird das vom Enzym 
zu spaltende p-Nitrophenylphosphat<6l hinzugegeben. Da 
durch nichtenzymatische Zersetzung des Substrates mit der 
Zeit ebenfalls Gelbfärbungen auftreten, sollte das farblos 
gelöste Substrat im Diäthanolpuffer erst kurz vor der Zugabe 
angesetzt werden. 
1. Pro Vertiefung 0,3 ml Lösung einfüllen, bei einer Platte
(50 Proben X 2 Vertiefungen) ergibt dies 30 ml. Etwa
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10 ml werden zum Eichen des Photometers benötigt, also 
40 ml Substratlösung ansetzen. 
2. In speziell für Substratlösungen bestimmte Plastikgefäße
40 mg p-Nitrophenylphosphat zu 40 ml Diäthanolaminpuf­
fer geben (1 : 1000) und gut mischen, etwa 6 ml als Eichlö­
sung für das Photometer abfüllen.
3. Mit Hilfe der Multikanalpipetten 0,3 ml Lösung pro Vertie­
fung einpipettieren.
4. Anschließend Platte bei Zimmertemperatur unter Meidung
von direktem Sonnenlicht für eine Stunde inkubieren.
Während der Inkubationszeit wird das p-Nitrophenylphos­
phat von der alkalischen Phosphatase gespalten. Das dabei 
entstehende Nitrophenol ist gelb. Diese Reaktion kann nach 
einer Stunde durch Zugabe von 0,05 ml (etwa ein Tropfen) 
-3M NaOH pro Vertiefung gestoppt werden. Da sich die
schwerere Natronlauge in der Vertiefung nach unten absetzen
kann und hierdurch in der Lösung darüber die enzymatische
Reaktion möglicherweise nicht gestoppt wird, muß die
Natronlauge in jeder Vertiefung verrührt werden. Dieses Ver­
fahren ist zeitraubend und schwierig und sollte daher nur in
Ausnahmefällen angewendet werden.
Normalerweise wird die Platte nach einer Stunde bonitiert. 
Ist die Farbentwicklung sehr kräftig, so kann auch schon eher 
gemessen werden, im Falle einer schwachen Farbentwicklung 
sollte mehrere Stunden inkubiert werden. Zur Reaktionsbe­
schleunigung kann die Platte auch in den Brutschrank gestellt 
werden. Dabei ist zu beachten, daß mit verlängerter Inkuba­
tionszeit den Test störende unspezifische Reaktionen zu­
nehmen. 
Bei der Substrateinfüllung kann auch statt 0,3 ml das maxi­
male Volumen der Plattenvertiefungen von 0,4 ml eingefüllt 
werden. Dadurch erhält man bei speziell für den ELISA-Test 
entwickelten Photometern < 1 und 2>, die direkt durch die Platte
hindurch messen, zwar einen längeren Meßweg, aber kaum 
einen höheren Meßwert, weil die Enzymmenge und damit die 
Substratumsetzung nicht erhöht wird. Es wird so das bei der 
Umsetzung entstehende gelbe Nitrophenol stärker verdünnt 
und nicht die Gelbfärbung, das heißt der Meßwert, erhöht. 
Wird beim Einfüllen der Substratlösung nicht sorgfältig genug 
pipettiert (s. 3.3.), tritt im Rest der Substratlösung eine Gelb­
färbung auf. Dieser Arbeitsfehler wird schon durch geringe 
Unterschiede in der Farbintensität von Pipettier- und Eichlö­
sung sichtbar. 
4. Die Auswertung der Farbreaktion
Der Meßwert ist um so höher, je mehr Enzymmoleküle in dem 
Komplex von Antikörper-Virus-enzymkonjugierte Antikör­
per gebunden sind. Enzym kann aber nur dann vorliegen, 
wenn vorher Virus in der Probe war. Je mehr Virusantigen 
also gebunden wurde, um so mehr Anhaftstellen sind für 
enzymkonjugierte Antikörper vorhanden. Damit steht das 
Meßergebnis des Photometers im Verhältnis zur Virusantigen­
menge in der Probe (Abb. 3). 
4.1. VisueJJe Auswertung 
Wenn kein quantitativer Virusnachweis angestrebt wird, kann 
die Auswertung visuell erfolgen. 
Hierfür wird die Platte am besten auf einen weißen Bogen 
Papier gelegt, um auch leichte Gelbfärbungen besser sichtbar 
zu machen. Für die Auswertung ist die Intensität der bei den 
Pflanzenproben auftretenden Gelbfärbungen zu vergleichen 
mit den entsprechenden Kontrollen. Nur bei einer deutlichen 
Unterscheidung in der Farbausprägung zwischen gesunder 
Kontrolle und zu untersuchenden Proben kann auf einen 
Virusbefall geschlossen werden. 
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Abb. 3. ELISA-Reaktion von Scharkavirus im Blattrohsaft infizierter 
Nicotiana clevelandii (CASPER, unveröff.). 
4.2. Photometrische Auswertung 
Wesentlich genauer ist die Messung der Extinktion bei 405 nm 
mit Hilfe eines Photometers, denn in manchen Fällen kann der 
Unterschied in der Farbintensität zwischen Kontrollen und 
infizierten Proben mit dem Auge nur unbefriedigend differen­
ziert werden. 
Dabei sollte die unspezifische Reaktion den Wert 
E405 = 0,1 nicht überschreiten, die spezifische Reaktion mit 
dem Virusantigen E405 = 0,2 nicht unterschreiten (KORPRA­
DITSKUL 1979). 
Allerdings kann nur in seltenen Fällen aus dem Meßwert 
des ELISA-Tests die vorhandene Virusmenge exakt berech­
net werden, da in diesem Testverfahren Virusantigen, das 
heißt Untereinheiten, Virusbruchstücke und Viruspartikel 
bestimmt werden. Es läßt sich jedoch nicht feststellen, wie 
viele von den genannten Fraktionen in der Probelösung vor­
handen sind und vom y-Globulin gebunden wurden. Somit 
kann das Ergebnis nicht auf „Viruspartikel" in Anzahl oder 
gar Menge berechnet werden (KORPRADITSKUL, CASPER und 
LESEMANN 1980). 
5. Vorzüge des ELISA-Verfahrens gegenüber anderen
serologischen Methoden
Zum Nachweis von Viruskrankheiten in der Pflanze werden 
seit mehr als 20 Jahren serologische Tests angewendet, da ihre 
Spezifität anderen Methoden überlegen ist. 
Mit Einführung des ELISA-Verfahrens in die Pflanzenviro­
logie sind wesentliche Schwächen der bisher verwendeten 
serologischen Tests eliminiert und wichtige Punkte verbessert 
worden. So übertrifft das neue Verfahren die Empfindlichkeit 
des Tropfen- und Agargeltestes bis um das Tausendfache. 
Geringste Virusantigenmengen können nachgewiesen werden. 
Dadurch ist es möglich, kleine Proben wie Blütenteile, Knos­
pen, Samen und Vektoren, zu untersuchen. Bei hoher Virus­
konzentration kann der Pflanzenrohsaft bis zu 1 : 1 000 000 
verdünnt oder mehrere Proben zu Sammelproben vereint 
werden. Für Saatgutuntersuchungen ist auf diese Weise noch 
Virus nachweisbar, auch wenn nur ein Same der Sammelprobe 
virusinfiziert ist (CASPER 1977a). 
Durch den minimalen Bedarf an Pflanzenmaterial kommen 
bei der Verdünnung im Puffer die virusinaktivierenden Sub­
stanzen weniger zur Wirksamkeit; durch Zugabe von Polyvi­
nylpyrrolidon zum Probenpuffer kann sogar ein direkter 
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Nachweis von Viruspartikeln in holzigen Pflanzen erfolgreich 
durchgeführt werden (CLARK, ADAMS und BARBARA 1976; 
CLARK, ADAMS und CASPER 1976). 
Neben der Möglichkeit, den ELISA-Test für Viren jeder 
Morphologie einzusetzen, zeigte er sich als geeignet, während 
der gesamten Vegetationsperiode innerhalb von maximal zwei 
Tagen mit relativ geringem apparativen Aufwand zuverlässige 
Ergebnisse zu liefern. Bei entsprechender Ausrüstung ist eine 
Arbeitsleistung von 1000 Proben je Arbeitskraft und einein­
halb Tagen möglich. Dieser Wert wird von Züchtungsbetrie­
ben und Versuchsanstalten durch den Einsatz von Geräten zur 
rationellen Serientestung auch schon übertroffen. Dafür ste­
hen 100-Kanal-Pipetter Cl), Waschgeräte Cl), Dosiereinrichtun­
gen für Pufferlösungen C1l, Probenumsatzgeräte sowie Photo­
meter mit automatischer Ablesung und graphischer Registrie­
rung <1) zur Verfügung (CASPER und POLLÄHNE 1979). Bei der 
Knollentestung von Kartoffeln kann zur Probenahme der 
Testbohrer nach Gugerli (I) verwendet werden. 
Nach dem vorhandenen Interesse zu urteilen, werden in 
Zukunft immer mehr Züchtungsbetriebe, Versuchsanstalten 
und Pflanzenschutzämter zum Nachweis von Viruskrankhei­
ten in der Pflanze das ELISA-Verfahren einsetzen. 
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Anhang 
(1) Firma MEKU
Erich Pollähne
Weingarten 14
D 3014 Wennigsen 1 
W-Germany 
(2) Flow Labatories
Diezstraße 10
D 5300 Bonn 1 
WGermany 
(3) Firma Merck
Postfach 4119
D 6100 Darmstadt 1 
W Germany 
( 4) Firma Serva 
Postfach 10 52 60 
D 6900 Heidelberg 1 
WGermany 
(5) Fluka Feinchemikalien 
Lilienthalstraße 8
D 7910 Neu-Ulm 
WGermany 
(6) Firma Boehringer
Sandhofer Straße 116
D 6800 Mannheim 31
W Germany 
(7) Firma Licefa 
Postfach 3420 
4902 Bad Salzuflen 1 
WGermany 
Testbohrer nach Gugerli, Pollähne-ELI­
SA-PLatten (100 Vertiefungen a
0,4 ml), 100-Kanal-Pipetter, Dosierein­
richtungen, Waschgeräte, Probenum­
satzgeräte, Photometer (Manureader 
oder mit graphischem Auswertedruck) 
Mikropipetten 5- 50 µl Nr. 77-660-00 
50-200 µl Nr. 77-668-00 
Dazugehörige Spitzen Nr. 77-890-07 
Multikanalpipetten 50-200 µl 
Nr. 77-859-00 
Dazugehörige Spitzenreihen a 4 Spitzen 
Nr. 77-844-07 
HCl,lN Nr. 319 
NaHC03 Nr. 6329 KCl Nr. 4935 
Na2HP04 · 12H20 Nr. 6579 
Tween 20 
Nr. 822184 
Na2C03 Nr. 6392 
NaN3 Nr. 6688 
KH2P04 Nr. 4873 
NaCl Nr. 6404 
NaOH, lN 
Nr. 9137 
Eialbumin Nr. 11850 
Glutaraldehyd Nr. 23114 
Albumin aus Rinderserum krist. reinst 
Nr. 11920 
Polyvinylpyrrolidon 10 pract. M 10 000 
Nr. 33422 
Diäthanolamin Fluka Nr. 31590 
p-Nitrophenylphosphat Nr. 107905 
Einsatz (Plastiknäpfchen) Nr. 484 
(78 X 34 X 34) 
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